2006年Takahashi等[@b1]首次利用逆转录病毒作为载体将OCT4、SOX2、KLF4、c-Myc4个转录因子导入到小鼠的成纤维细胞内使之重编程为类似"胚胎干细胞"形态的多能干细胞，命名为"诱导多能干细胞（iPSC）"。随后他们证明了人皮肤成纤维细胞也能重编程成为iPSC[@b2]--[@b3]。2013年研究发现白血病细胞也能重编成为iPSC[@b4]。iPSC的获得不需要胚胎操作，避免了胚胎干细胞的伦理问题以及法律障碍，而且利用"iPS"细胞技术可以获得患者特异性的iPSC，可以解决细胞移植治疗的免疫排斥，所以iPSC有很广阔的临床应用前景。例如，大多数血液疾病的主要治疗手段是造血干细胞（HSC）移植，但是移植前需要进行骨髓配型，骨髓配型概率很低，而且异体移植也存在骨髓排斥的问题。通过"iPS"细胞技术可以获得患者自体"iPS"细胞后利用定向诱导分化技术获得患者自体正常HSC，就可以进行自体细胞移植，避免了移植排斥，为血液疾病尤其是白血病的治疗提供了崭新的途径。

早在20世纪60年代，多个研究发现肿瘤的发生和细胞的多能性有关。在当时，研究者主要研究的是畸胎癌，即畸胎瘤的恶性形式。畸胎瘤之所以为恶性是由于存在胚胎癌（embryonic carcinoma, EC）细胞，该细胞具有自我更新能力和分化成各种组织的能力，单个EC细胞的移植可以导致由许多不同的组织组成的畸胎癌。1998年人胚胎干细胞（hESC）第1次被分离出来后，发现了hESC和EC细胞具有很多相似性，比如多能性标志（SSEA3、SSEA4、TRA-1-60、TRA-1-81、端粒酶和碱性磷酸酶）的表达和畸胎瘤的形成能力。多能性细胞的成瘤性可能由于它们具有类似肿瘤的特性，例如自我更新、快速增殖、接触抑制的缺乏以及活跃的端粒酶活性。因此，尽管iPSC技术克服了ESC的免疫排斥和伦理的障碍，但因为iPSC具有和ESC相同的特性即自我更新和多向分化潜能，iPSC走向临床同样面临着和ESC相同的问题，即成瘤性。本文我们对iPSC的致瘤性的研究近况进行总结，并分析与iPSC致瘤性相关的因素，以及解决iPSC致瘤性的可能方法。

一、重编程方法和肿瘤发生

最初的重编程方法靠病毒将重编程基因插入到受感染细胞的基因组中，从而永久地改变其基因组DNA。研究者们对这种方法有一定的疑虑，因为新插入的基因有可能会使某些正常的基因（例如抗癌基因）失活或使某些原癌基因激活，从而导致肿瘤发生。尽管后来有证据表明新插入的基因似乎在重编程结束后会自动关闭，而让细胞内源性的基因接管其功能，但插入的基因仍有可能会再激活或者对细胞产生其他未知的影响。Yamanaka等[@b5]后来的研究也发现，在经过基因改造的121只实验鼠中有20%发生了肿瘤病变，这说明使用逆转录病毒插入基因容易引发肿瘤是客观存在的。为了解决这一问题，众多研究者做出了很多努力，寻找一种可行的安全载体替代不稳定的病毒载体。例如采用非整合的Sendai病毒[@b6]以及非病毒方法即mRNA方法[@b7]，重组蛋白方法[@b8]，Episomal方法[@b9]等。2013年Hou等[@b10]使用7个小分子化合物的组合对体细胞进行处理就可以成功地逆转其"发育时钟"，实现体细胞的重编程，为诱导体细胞成为多能性干细胞提供了更加简单和安全的方法。这些非整合方法虽然能降低iPSC的成瘤性，但是相对的诱导效率会降低。所以，iPSC技术方法不断进步，其最终能降低iPSC临床应用致瘤性的风险，但是更加安全、简单、高效的方法仍然处于探索中。

二、重编程因子和肿瘤发生

诱导体细胞重编成为iPSC使用的多能性基因在人的多种肿瘤细胞中具有表达，c-MYC和KLF4是原癌基因，SOX2、NANOG和OCT3/4参与肿瘤的形成。SOX2、NANOG和OCT4编码转录调控因子，在高度恶性的乳腺癌细胞中这些因子的靶基因过表达并且非常活跃[@b11]。NANOG和OCT4的表达失调和口腔癌的不良预后相关。在前列腺癌细胞系和原发性前列腺肿瘤细胞中也有多能性基因OCT3/4、SOX2、NANOG、c-MYC和KLF4的表达。将表达多能性基因的肿瘤细胞移植给免疫缺陷小鼠体内，能够诱导小鼠形成高度恶性肿瘤[@b12]。

c-MYC基因既是一种可易位基因，又是一种受因子影响的可调节基因，也是一种可使细胞无限增殖、获永生化功能、促进细胞分裂的基因。它与细胞凋亡、多种肿瘤发生发展有关。尽管c-MYC对于iPSC的多能性诱导不是必需的，但是c-MYC能够提高OCT4、SOX2和KLF4的重编程能力，具有抑制细胞的分化和促进细胞的增殖能力。Eilers和Eisenman发现MYC蛋白调控几千个基因的表达。这些基因中大多数表达上调参与细胞增殖，少数基因表达下调参与细胞周期停滞，细胞黏附和细胞间的通信。作为一种原癌基因，Myc在人类的许多恶性肿瘤中都有着不同程度的表达。Burkitt淋巴瘤是一种高度恶性的B细胞肿瘤，发现部分病例中c-Myc基因存在异位，导致c-Myc的异常表达[@b13]。但是，并不是所有Myc家族成员都具有类似的特性，例如L-Myc具有降低肿瘤发生的特性，仅有少数的肿瘤发生和L-Myc的异常表达相关。研究表明L-Myc能够替代c-Myc使体细胞重编程为iPSC，并且嵌合子小鼠的肿瘤发生率明显降低[@b5]。

KLF4即Krüppel-like factor 4，是具有锌指结构的转录因子，在很多组织中均有表达。在重编程过程中可能和c-Myc具有协同作用，提高重编程的效率，而且在ESC中高表达能够抑制其分化，说明KLF4也参与了多能干细胞自我更新功能的维持。KLF4具有多重作用，其中在肿瘤中既可作为抑癌基因又可作为原癌基因。这可能与KLF4所处的环境有关。在胃肠道肿瘤中，KLF4发挥肿瘤抑制作用。近来研究发现在骨髓瘤中KLF4的表达会使其预后不良。

OCT3/4是POU家族的转录因子，由pou5f1基因编码，在早期胚胎发育中起着关键作用，所表达的蛋白质是细胞全能性的重要标志，并特异地表达于全能性ESC，对调节ESC自我更新的复杂信号分子网络有重要作用[@b14]。OCT4被发现在许多肿瘤细胞中都有表达，比如生殖细胞肿瘤、乳腺癌、前列腺癌、膀胱癌等[@b15]。但是关于OCT4对于肿瘤细胞的作用了解很少。Hochedlinger等[@b16]通过利用Dox诱导OCT4表达的小鼠模型研究OCT4过表达对体细胞的分化以及肿瘤发生的影响。Dox诱导5d可发现上皮组织发育不良。仅在上皮祖细胞和（或）干细胞中发现了发育不良，OCT4的过表达并不影响已分化的体细胞表型。Dox的撤退能够完全逆转肿瘤细胞的表型，再一次证明OCT4的过表达和肿瘤发生有关。2013年高绍荣等[@b17]首次证明Tet1通过促进OCT4基因的去甲基化和激活而促进iPSC的诱导，并进一步证明Tet1可以取代外源OCT4实现安全高效的体细胞重编程，其Tet1、SOX2、KLF4和c-MYC（TSKM）的二次重编程体系为未来研究体细胞重编程的表观修饰机制提供了有效的研究手段，并且TSKM iPSC与ESC更接近的羟甲基化水平为降低iPSC的致瘤性提供了新的转化研究方向。

SOX2是胚胎癌细胞中表达的一个SOX家族成员之一，也是胚胎发育早期多能性的标志基因。SOX2在内细胞团、外胚层和生殖细胞均有表达。在胚胎发生中，SOX基因表达呈现动态性和多样性的特点，SOX2调节干细胞的自我更新，也参与成体组织的发育包括大脑和脊椎的发育。近来研究发现，SOX2基因的过表达与鳞状细胞癌（比如肺癌和食管癌）发生有关。临床研究表明，SOX2的过表达与肿瘤的预后相关，以及能够增加肿瘤干细胞的扩增能力。

目前人的体细胞重编程为HiPSC需要外源基因的介入，而这些外源基因又与很多肿瘤的发生相关，而且外源基因的介入本身也可能会对基因组造成影响，因此，为了将来iPSC的临床应用，减少其致瘤性，研究者们进行了探索，减少外源因子的介入或者使用重组蛋白质的方法，但是相应地会带来重编程效率低的问题，因此避免外源因子的介入，使人的体细胞成功重编程成为iPSC，还需要继续探索。

三、iPSC的基因稳定性和肿瘤发生

基因组不稳定性被认为在肿瘤的发生过程中起很大作用，在这个过程中，细胞不断积累突变，使其达到一个具有肿瘤特征的状态。病毒的整合和重编程因子的再激活并不是导致iPSC基因组改变的唯一因素，还有其他的一些因素可以导致iPSC基因组发生异常，比如，p53基因表达的下调，体细胞本身携带的基因突变；重编程过程中应激导致的基因突变；体外培养传代产生的适应性突变等。

p53是一种肿瘤抑制基因，可以通过阻滞细胞周期、促进细胞凋亡和维持基因组稳定性预防肿瘤形成。在体细胞重编程过程中，p53也具有十分重要的作用。研究表明，短暂的抑制p53的表达，可以提高体细胞的重编程效率[@b18]。为了提高其重编程效率，敲除p53或者通过SV-40的表达减低p53的表达，结果会使部分iPSC基因组不稳定。近来研究表明，下调PUMA基因的表达也可以提高iPSC的重编程效率，而且可以减少具有异常染色体的iPSC产生，下调PUMA基因表达的作用机制是独立于p53信号通路的[@b19]。

iPSC来源于体细胞，该体细胞经过多次细胞分裂，有足够时间获得基因突变。这些突变假设是随机的和稀少的，但是如果这些细胞由于突变导致具有扩增或者抗凋亡能力，在重编程过程中可能会被优先选择，且重编程效率很低的情况下，将导致具有基因突变的iPSC形成。不论使用什么重编成方法，重编程过程对于重编程的体细胞来说是一种应激，与应激有关的反应的信号通路将参与重编程过程，这是一个突变累积的过程。尽管大多数基因突变预计会被选择掉，也可能随着细胞的分裂而消失，但那些有利于细胞增殖的基因突变可能会留下。近来研究已经证实染色体异常可能来自起始的体细胞或者重编程应激[@b20]。

与ESC一样，iPSC也需要在体外长时间培养，因此可能会导致染色体突变，有利于iPSC更好地适应体外培养环境。研究表明ESC的染色体异常改变并非随机的，最常见的为12号染色体（尤其是12p），17号染色体（主要是17q），20号染色体（时常是20q11.21）和X染色体的增多[@b21]。有趣的是12、17和X染色体的增多是生殖细胞肿瘤和胚胎肿瘤的主要特征，并且20q11.21在多数肿瘤细胞中都有扩增[@b22]。

值得注意的是在iPSC培养过程中适应性改变中并不是只有非整倍体发生。通过遗传学分析和点突变分析发现染色体一些小的片段也存在缺失或者增多。近来已有研究证明了iPSC的亚染色体增多或者缺失发生频率很高，缺失的区域时常包含肿瘤抑制基因，增多的区域时常包含原癌基因[@b23]。因此这些微小区域的突变可能和iPSC的成瘤性相关。例如，增加细胞增殖能力的点突变，会赋予该细胞抗凋亡能力和阻碍细胞的分化能力，可能会导致产生具有侵袭性的畸胎瘤。已证明抑癌基因的表达水平和畸胎瘤的生长有关[@b24]。随着技术的进步，完整的基因组测序变得越来越方便，更多的异常突变会被发现，有利于确定染色体变异规律。iPSC的基因不稳定性的改变会限制其临床应用，因此为了减少基因组改变的发生率，应该对iPSC的培养进行严格控制，在临床应用前应该对其质量进行精确地检测。

四、致瘤性与临床应用

为了使iPSC的临床应用成为可能，首先需要解决的是iPSC的致瘤性问题。最近几年中研究者通过研究提出了3种策略降低其临床应用致瘤性风险：即终末端分化或者完全去除已分化细胞中残留的多能性细胞；干扰残留的多能干细胞中致肿瘤发生的基因以防止肿瘤形成；肿瘤监测和切除患者体内形成的肿瘤[@b25]。

第一，据报告几百个多能干细胞就能够形成肿瘤[@b26]，因此iPSC最安全的临床应用的处理方法为诱导iPSC分化成目的细胞并且保证终末端分化细胞群的纯度达到100%，否则必须完全去除该细胞群体中不完全分化的细胞。为了这个目的，研究者做出了很多努力，进行了多种尝试，最具有代表性的是利用细胞毒性抗体去除未分化的多能干细胞[@b27]。但是目前为止，利用此种方法并不能保证完全去除分化细胞群中的多能干细胞。

第二，基于目前产生纯度为100%的由iPSC而来的分化细胞的能力有限，另一种可选择的方法为干扰与畸胎瘤形成有关的基因，但是这种方法对于成体组织是没有作用的。据报道，Survivin是一个典型的原癌-胎儿基因，具有抗凋亡活性，广泛存在于未分化的ESC和其衍生的畸胎瘤体内。从遗传学角度和药理学角度来看，Survivin的敲除能够引起ESC的凋亡[@b28]。因此如果发现更多与畸胎瘤形成相关的基因，并通过分子方法靶向处理是一个非常有前途的方法来解决ESC和iPSC的成瘤性问题。

第三，尽管存在争议，但是针对多能性细胞的成瘤性，监测肿瘤形成并切除已形成肿瘤的处理方法已被提出。例如，将自杀基因导入到多能干细胞中，一旦形成肿瘤，即可使用特异性的药物安全移除肿瘤并且可以防止扩散[@b29]。这种方法的提出虽然可以解决潜在的肿瘤，但是并不能预防肿瘤的形成，因此这些方法的提出注定是不足以成为优先选择的方法。

iPSC具有产生体细胞肿瘤的风险。因此干扰与畸胎瘤相关的基因并不能阻止体细胞肿瘤的发生。科学家们一直无法有效地将人的胚胎干细胞维持在它们的最原始干细胞状态，尽管iPSC能够分化为许多不同的细胞类型，它们还不是"始发态"干细胞。Gafni等[@b30]通过研究小鼠胚胎干细胞的分化抑制机制，进而改变人的iPSC的培养条件，抑制iPSC的分化遗传信号通路，成功地获得了新的、原始的、多能状态的iPSC。这种iPSC更接近于人的受精卵状态，其基因组具有稳定性，应该会减低iPSC的致瘤性。

五、结语

近几年虽然诱导iPSC的技术取得了很大的进步，已经可以通过非整合或非病毒方法将体细胞重编程成iPSC，但目前最需要的是深入研究iPSC的重编程机制，并在这一基础上提出新的iPSC诱导方法和解决iPSC的成瘤性的方法。因为随着重编程技术逐渐成熟和接近临床应用，iPSC成瘤性的生物学研究也需要并驾齐驱以保证安全性。iPSC起始细胞来源于体细胞，与ESC相比，iPSC具有更广阔的临床应用前景。研究表明尽管iPSC功能类似于ESC，但是其致瘤性风险明显高于ESC。目前，研究者正在利用iPSC通过在体外分化获得有功能但没有致瘤性的目的细胞，并能移植到体内，这将是我们最期待的结果。尽管目前iPSC在血液疾病方面的应用还未见相关报道，但是近来日本理化研究所利用iPSC成功分化成视网膜细胞，并为6例眼部疾病患者移植了新的视网膜细胞，具体疗效目前还需观察，这是iPSC技术的首例临床应用。这也为iPSC技术走进临床提供了希望。
